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Neue Poly ( ADP-r ibose ) polymer ase-Gene 
Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Poly (ADP-r ibose) polyme- 
rase (PARP) Gene und die von ihnen abgeleiteten Proteine; Anti- 
korper mit Spezifitat fiir die neuen Proteine; pharmazeutische und 
gentherapeutische Mittel, welche erf indungsgemafle Produkte en- 
10 thalten; Verfahren zur analytischen Bestimmung der erf indungsge- 
maflen Proteine und Nukleinsauren; Verfahren zur Identif izierung 
von Effektoren oder Bindungspartnern . der erf indungsgemaJ3en Pro- 
teine und Verfahren zur Bestimmung der Wirksamkeit solcher Ef- 
fektoren, 

15 

Die primare, physiologische Funktion von PARP (EC 2.4.2.30) 
(teilweise auch bezeichnet als PARS , Poly ( adenosin-5 ' -diphospho- 
ribose) synthetase) scheint in deren Beteiligung an einem komple- 
xen Reperaturmechanismus zu bestehen, den Zellen zur Reperatur 
20 von DNA-Strangbriichen entwickelt haben. Die primare zellulare Re- 
aktion auf einen DNA-Strangbruch scheint dabei in der PARP-kata- 
lysi J erten Synthese von Poly ( ADP-ribose ) aus NAD 4 " zu bestehen (vgl. 
De Murcia, G . et al . (1994) TIBS, 19, 172). 

25 PARP besitzt eine modular aufgebaute Molekiilstruktur . Drei funk- 
tionale Hauptelemente wurden bisher identif iziert: eine N-termi- 
nale 46kDa grofle DNA-Bindungsdomane; eine zentrale 22kDa Automo- 
dif ikationsdomane, an welche Poly (ADP-ribose ) angehangt wird, wo- 
bei die DNA-Af f initat mit zunehmender Elongation abnimmt; und 

30 eine C-terminale 54 kDa groJ3e NAD + -Bindungsdomane . Lediglich in 
PARP aus Drosophila wurde eine Leucin-Zipper-Region innerhalb der 
Automodif ikationsdomane f estgestellt , welche auf mogliche Pro- 
tein-Protein-Interaktionen hinweist. Alle bisher bekannten PARPs 
sind nur als Homodimere aktiv. 

35 

Der hohe Organisationsgrad des Molekuls spiegelt sich wieder in 
der starken Konservierung der Aminosauresequenz . So wurde fiir 
PARP aus Mensch, Maus, Rind und Huhn eine 62%-ige Konservierung 
der Aminosauresequenz f estgestellt . GroI3ere strukturelle Unter- 

40 schiede bestehen zu PARP aus Drosophila. Die einzelnen Domanen 
selbst weisen wiederum Cluster mit erhohter Koservierung auf. So 
enthalt die DNA-Bindungsregion zwei sogenannte Zink-Finger als 
Unterdomanen (umfassend Motive des Typs CX 2 CX 2 8/3oHX 2 C ) , die an der 
Zn 2+ -abhangigen Erkennung von Strangbrlichen beteiligt sind. Die 

45 C-terminale katalytische Domane umfaJit einen Block von etwa 50 
Aminosauren (Reste 859-908), der unter Vertebraten zu 100% kon- 
serviert ist. Dieser Block bindet das natiirliche Substrat NAD+ und 
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bedingt somit die Synthese von Poly (ADP-ribose) (vgl. de Murcia, 
a.a.O.). Insbesondere das GX 3 GKG-Motiv ist fiir PARP in diesem 
Block charakteristisch. 

5 Der oben beschriebenen positiven Funktion steht eine pathologi- 
sche in zahlreichen Krankheiten (Schlaganf all, Herzinfarkt, Sep- 
sis etc.) gegenuber. PARP ist in den Zelltod infolge von Ische- 
mien des Gehirns (Choi, D.W., (1997) Nature medicine, 3, 10, 
1073), des Myokards (Zingarelli, B., et al (1997), Cardiovascular 

10 Research, 36/ 205) und auch des Auges (Lam, T.T. (1997), Res. 

Comm. in Molecular Pathology and Pharmacology, 95, 3, 241) invol- 
viert. Auch bei septischem Schock wurde eine durch Entziindungs- 
Mediatoren ausgeloste PARP-Aktivierurig beobachtet (Szabo, C, et 
al. (1997), Journal of Clinical Investigation, 100, 3, 723). Da- 

15 bei geht eine Aktivierung von PARP mit einem starken Verbrauch an 
NAD+ einher. Da fiir die Biosynthese von einem Mol NAD + vier Mole 
ATP verbraucht werden, nimmt die zellulare Energieversorgung dra- 
stisch ab. Zelltod ist die Folge. 

20 Als PARP-Inhibitoren werden in der oben genannten Fachliteratur 
Nicotinamid und 3-Aminobenzamid beschrieben. 3,4-Dihy- 
dro-5[4-l(l-piperidinyl)butoxy]-l(2H)-isochinolon ist aus Taka- 
hashi, K., et al (1997), Journal of Cerebral Blood Flow and Meta- 
- bolism 17, 1137 bekannt. Weitere Inhibitoren werden z.B. be- 

25 schrieben in Banasik, M. , et al. (1992) J. Biol. Chem., 267, 3, 
1569 und Griffin, R.J., et al. (1995), Anti-Cancer Drug Design, 
10, 507. 



Als hochmolekulare Bindungspartner fiir humanes PARP ist unter an- 
30 derem das Base Excision Repair (BER) Protein XRCC1 (X-ray repair 
cross-complementing 1) beschrieben worden, das uber ein Zink-Fin- 
ger-Motiv und ein BRCT (BRCA1 C-Terminus) Modul (Aminosauren 
372-524) bindet (Masson, M., et al . , (1998) Molecular and Cellu- 
lar Biology, 18,6, 3563). 

35 

Aufgrund der vielfaltigen physiologischen und pathologischen 
Fiinktionen von PARP stellte sich die Aufgabe, neue PARP-Homologe 
bereitzustellen. Die Bereitstellung von homologen PARP's ware 
namlich von besonderer Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Wirk- 
40 stoff targets bzw. neuer Wirkstoffe, um Diagnose und/oder Therapie 
von Krankheitszustanden zu verbessern, in welche PARP, PARP-Homo- 
loge oder davon abgeleitete Substanzen involviert sind. 

Diese Aufgabe wurde iiberraschenderweise gelost durch Bereitstel- 
45 lung von PARP-Homologen, gekennzeichnet durch eine Aminosaurese- 
quenz, die 

a) eine funktionale NAD + -Bindungsdomane 
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und 

b) insbesondere im N-terminalen Sequenzbereich, d.h. im Bereich 
der ersten 2 00, wie z.B im Bereich der ersten 100, N-termina- 
len Aminosauren, keine PARP-Zink-Finger-Sequenzmotive der 
5 allgemeinen Formel 

CX 2 CX m HX 2 C 

aufweist, worin 

m fur einen ganzzahligen Wert von 28 Oder 30 steht und die 
Reste X unanbhangig voneinander fiir eine beliebige Aminosaure 
10 stehen; 

und die funktionalen Aquivalente davon. 

Wesentliches Kennzeichen der erf indungsgemaflen PARPs ist somit 
das Vorhandensein einer funktionalen NAD + -Bindungsdomane, welche 

15 im C-terminalen Bereich der Aminosauresequenz (d.h. etwa im Be- 
reich der letzten 400, wie z.B. der letzten 350 Oder 300) C-ter- 
minalen Aminosauren) liegt, in Kombination mit einer keine Zink- 
Finger-Motive aufweisenden N-terminalen Sequenz. Da die Zink-Fin- 
ger-Motive in bekannten PARPs .vermutlich zur Erkennung der DNA- 

20 Bruchstellen beitragen, ist anzunehmen, dai3 die erf indungsgemafien 
Proteine, wenn iiberhaupt, mit DNA in anderer Weise wechselwirken. 

Die funktionale NAD+-Bindungsdomane (d.h. katalytische Domane ) 
bindet das Substrat fiir die Poly-ADP-Ribose-Synthese . In Uberein- 

25 stimmung mit bekannten PARPs ist insbesondere das Sequenzmotiv 
GX1X2X3GKG, worin G fiir Glycin steht, K fiir Lysin steht und Xi, X 2 
und X3 unanbhangig voneinander fiir eine beliebige Aminosaure ste- 
hen, zu finden. Wie jedoch ein Vergleich der Aminosauresequenzen 
der NAD + -Bindngsdomanen erf indungsgemaJ3er PARP-Molekiile mit bisher 

30 bekanntem humanem PARP (im folgenden bezeichnet "humanes PARP1") 
uberraschenderweise zeigt, weichen die erf indungsgemaflen Sequen- 
zen von der bekannten Sequenz fiir die NAD + -Bindungsdomane deutlich 
ab. 

35 Einer erf indungsgemafl bevorzugten Gruppe von PARP-Molekulen ist 
folgendes allgemeines Sequenzmotiv in der katalytischen Domane 
vorzugsweise gemeinsam: 

PX n (S/T)GX 3 GKGIYFA, insbesondere 
40 (S/T)XGLRIXPX n (S/T)GX 3 GKGIYFA, vorzugsweise 

LLWHG ( S/T ) X 7 IL ( S /T ) XGLRIXPX n ( S/T ) GX3GKGI YFAX3SKSAXY 

worin (S/T) die alternative Besetzung dieser Sequenzposition mit 
S oder T beschreibt und n fiir einen ganzzahligen Wert von 1 bis 5 
45 steht und die Reste X unanbhangig voneinander fiir eine beliebige 
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. Aminosaure stehen. Letztes Motiv wird auch als "PARP-Signature" 
Motiv bezeichnet. 

Die Automodif ikationsdomane ist in den erf indungsgemaflen PARPs 
5 vorzugsweise ebenfalls ausgebildet. Sie kann etwa im Bereich von 
etwa 100 bis 200 Aminosauren vor dem N-terminalen Ende der 
NAD + -Bindungsdomane liegen • 

Eine Gruppe bevorzugter erf indungsgemafler PARP-Homologer ist au- 
10 flerdem dadurch gekennzeichnet , daJ3 sie N-terminal zur NAD+-Bin- 
dungsdomane (d.h. etwa 30 bis etwa 80 Aminosauren naher am N-Ter 
minus) ein Leucin-Zipper-artiges Sequenzmotiv der allgemeinen 
Forme 1 

(L/V)X 6 LX 6 LX 6 L 

15 umfa3t f worin 

(L/V) fiir die alternative Besetzung dieser Sequenzposition mit L 
oder V steht und die Reste X unanbhangig voneinander fur eine be 
liebige Aminosaure stehen. Die erf indungsgemafc beobachteten Leu- 
cin-Zipper-Motive unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lage 
20 deutlich von den fiir PARP aus Drosophila beschriebenen • Leucin- 
Zipper konnen zu Homodimeren ( zwei PARP-Molekiile ) oder Heterodi- 
meren (ein PARP-Molekiil mit einem davon verschiedenen Bindungs- 
partner) flihren. 

25 Die erf indungsgemaflen PARP-Homologen umfassen vorzugsweise aufler 
dem N-terminal zum oben genannten Leucin-Zipper-artigen Sequenz- 
motiv, d.h, etwa 10 bis 250 Aminosaurereste naher am N-Terminus, 
wenigstens ein weiteres der folgenden Teilsequenz-Motive: 

30 LX 9 NX 2 YX 2 QLLXDX b WGRVG, (Motiv 1) 

AX3FXKX4KTXNXWX5FX3PXK, (Motiv 2) 

QXLIX 2 IX9MX 10 PLGKLX3QIX6L f (Motiv 3) 
FYTXIPHXFGX3PP , (Motiv 4) und 

KX 3 LX 2 LXDIEXAX 2 L (Motiv 5), 

35 

worin b fiir den ganzzahligen Wert 10 oder 11 steht und die Reste 
X unanbhangig voneinander fiir eine beliebige Aminosaure stehen. 
Am meisten bevorzugt sind diese Motive 1 bis 5 in der genannten 
Reihenfolge gleichzeitig vorhanden, wobei Motiv 1 dem N-Terminus 
40 am nachsten liegt. 

Auf das oben genannte PARP-Signature Motiv folgt in den erfin- 
dungsgemaflen Proteinen wenigstens ein weiteres der folgenden Mo- 
tive: 

45 GX3LXEVALG (Motiv 6) 

GX 2 SX4GX 3 PX a LXGX2V (Motiv 7) und 

EYX2YX3QX4YLL (Motiv 8) 
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worin a gleich 7 bis 9 und X jeweils fur einen beliebige Amino- 
saure steht. Am bevorzugtesten sind die drei C-terminalen Motive 
gleichzeitig und in der genannten Reihenfolge ausgebildet, wobei 
Motiv 8 dem C-Terminus am nachsten liegt. 

Ein bevorzugter Aufbau einer erf indungsgemaBen PARP-Struktur kann 
schematisch wie folgt beschrieben werden: 

Motive 1 bis 5/Leucin-Zipper/PARP-Signature/Motive 6 bis 8 

wobei zwischen den Einzelmotiven weiterer Aminosaurereste, wie 
z.B. bis zu 40, und am N-Terminus- und/oder am C-Terminus weitere 
Aminosaurereste, wie z.B. bis zu 80, angeordnet sein konnen. 

15 Erf indungsgemafl besonders bevorzugte PARP-Homologe sind die Pro- 
teine humanPARP2 und humanPARP3 und die funktionalen Aquivalente 
davon. Das als humanPARP2 bezeichnete Proteine umfaflt 570 Amino- 
sauren (vgl. SEQ ID N0:2). Das als humanPARP3 bezeichnete Protein 
existiert moglicherweise in zwei Formen . Typ 1 umfafit dabei 53 3 

20 Aminosauren (SEQ ID N0:4) und Typ 2 umfai3t 540 Aminosauren (SEQ 
ID NO: 6) . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Bindungspartner 
fur die erf indungsgemaBen PARP-Homologen. Diese Bindungspartner 
25 sind vorzugsweise ausgewahlt unter 

a) Antikorpern und Fragmenten, wie z.B. Fv, Fab, (Fab) ' 2, davon 

b) proteinartigen Verbindungen, welche, z.B. liber die obige Leu- 
cin-Zipper-Region oder einen anderen Sequenzabschnitt, mit 
PARP wechselwirken, und 

30 c) niedermolekularen Effektoren, welche eine biologische PARP- 
Funktion, wie z.B die katalytische PARP-Aktivitat , d.h. die 
NAD + -verbrauchende ADP-Ribosylierung, oder die Bindung an ein 
Aktivatorprotein oder an DNA modulieren. 

35 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Nukleinsauren, um- 
f assend 

a) eine, fur wenigstens ein erf indungsgemaBes PARP- Homo loges 

kodierende, Nukleotidsequenz oder die komplementare Nukleo- 
tidsequenz davon; 
40 b) eine Nukleotidesquenz , die, vorzugsweise unter stringenten 
Bedingungen mit einer Sequenz gemafl a) hybridisiert ; oder 

c) Nukleotidsequenzen, die durch Entartung des genet ischen Codes 
von den in a) und b) definierten Nukleotidsequenzen abgelei- 
tet sind. 

45 
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Insbesondere umfassen erf indungsgemaB geeignete Nukleinsauren we- 
nigstens eine der Teilsequenzen welche fur die oben genannten 
Aminos auresequenzmotive kodieren . 

5 Erf indungsgemaB bevorzugte Nukleinsauren umfassen Nukleotidse- 
quenzen gemaB SEQ ID NO: 1 und 3, und insbesondere fiir erfin- 
dungsgemaBe PARP-Homologe charakteristische Teilsequenzen daraus, 
wie z.B. Nukleotidsequenzen, umfassend 

10 a) die Nukleotide +3 bis + 1715 gemaB SEQ ID NO:l; 

b) die Nukleotide +242 bis + 1843 gemaB SEQ ID N0:3; Oder 

c) die Nukleotide +221 bis + 1843 gemaB SEQ ID N0:5; 

oder Teilsequenzen von a), b) und c) welche fiir oben genannte 
15 charakteristische Aminosauresequenzmotive der erf indungsgemaBen 
PARP-Homologen kodieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung umfaBt Expressionskasset- 
ten, welche unter genetischer Kontrolle regulativer Nukleotidse- 
20 quenzen wenigstens eine der oben beschriebenen erf indungsgemaflen 
Nukleotidsequenzen enthalten. Diese sind zur Herstellung erfin- 
dungsgemaBer rekombinanter Vektoren, wie z.B, von viralen Vekto- 
ren oder Plasmiden brauchbar, welche wenigstens eine erfindungs- 
gemai3e Expressionskassette enthalten. 



Erf indungsgemaJ5e rekombinante Mikroorganismen sind mit wenigstens 
einem der oben genannten Vektoren trans f ormiert . 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Sauger, transfi- 
30 ziert mit einem erf indungsgemaBen Vektor. 

Erf indungsgemaB wird auBerdem ein in vitro-Screeningverf ahren auf 
Bindungspartner fiir PARP, insbesondere fiir ein erf indungsgemaBes 
PARP-Homologes, bereitgestellt . Eine erste Variante wird so 
35 durchgefuhrt , daB man 

al) wenigstens ein PARP-Homologes an einem Trager immobilisiert; 
bl) das immobilisierte PARP-Homologe mit einem Analyten in Kon- 

takt bringt, in welchem man wenigstens einen Bindungspartner 

vermutet; und 

40 cl) an das immobilisierte PARP-Homologe gebundene Bestandteile 



GemaB einer zweiten Variante wird 
45 a2) ein Analyt, welcher wenigstens einen moglichen Bindungspart- 
ner fiir das PARP-Homologe enthalt, an einem Trager immobili- 
siert; 



des Analyten, gegebenenf alls nach einer Inkubationsphase , be- 
stimmt . 
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b2) der immobilisierte Analyt mit wenigsten einem PARP-Homologen 
in Kontakt gebracht, fiir welches man einen Bindungspartner 
sucht; und 

c3) der immobilisierte Analyt wird, gegebenenf alls nach einer In- 
5 kubationsphase, auf die Bindung des PARP-Homologen unter- 

sucht . 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur qualitativen 
Oder quantitativen Bestimmung einer PARP-Homologe kodierenden Nu- 
10 kleinsaure, gekennzeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer definierten 
Menge einer exogenen erf indungsgemaflen Nukleinsaure (z.B. mit 
einer Lange von etwa 20 bis 500 Basen oder langer), Hybridi- 
sierung, vorzugsweise unter stringenten Bedingungen, Bestim- 

15 mung der hybridisierenden Nukleinsauren und gegebenenf alls 

Vergleich mit einem Standard; oder 

b) Inkubation einer biologischen Probe mit einer definierten 
Menge von Oligonucleotid-Primerpaaren mit Spezifitat fiir ein 

20 PARP-Homologes kodierende Nukleinsaure, Amplif izierung der 

Nukleinsaure, Bestimmung des Amplif ikationsprodukts und gege- 
benenf alls Vergleich mit einem Standard. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qua- 
25 litativen oder quantitativen Bestimmung eines er f indungsgemaJ3en 
PARP-Homologen, gekennzeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit wenigstens einem fiir 
ein PARP-Homologes spezifischen Bindungspartner, 

b) Nachweis des Bindungspartner/PARP-Komplexes und gegebenen- 
30 falls 

c) Vergleich des Ergebnisses mit einem Standard. 

Vorzugsweise ist hierbei der Bindungspartner ein Anti-PARP-Anti- 
korper oder ein bindendes Fragment davon, der gegebenenf alls eine 
35 detektierbare Markierung tragt. 

Die erf indungsgemaflen Bestimmungsverf ahren fiir PARP, insbesondere 
fiir PARP-Homologe und fiir die kodierenden Nukleinsauresequenzen 
davon eignen sich vorteilhaf terweise zur Diagnostizierung von 
40 Sepsis- oder Ischamie-bedingten Gewebeschadigungen, insbesondere 
von Schlaganf alien, Myokard-lnf arkten oder septischen Schocks. 

Weiterhin umfafit die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung der 
Wirksamkeit vom PARP-Ef f ektoren, das dadurch gekennzeichnet ist, 
45 dafl man 
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a) ein erf indungsgemafles PARP-Homologes mit einem Analyten inku- 
biert, welcher einen Effektor einer physiologischen Oder pa- 
thologischen PARP-Aktivitat enthalt; den Effektor gegebenen- 
falls wieder abtrennt; und 
5 b) die Aktivitat des PARP-Homologen, gegebenenf alls nach Zugabe 
von Substraten Oder Cosubstraten, bestimmt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft gentherapeutisches 
Mittel, die in einem gentherapeutisch akzeptablen Trager ein Nu- 
10 kleinsaurekonstrukt enthalten, das 

a) eine Antisense-Nukleinsaure gegen eine kodierende Nuklein- 
saure gemaJ3 der Erfindung; Oder 

b) ein Ribozym gegen eine nicht-kodierende erf indungsgemafle Nu- 
kleinsaure umfasst; Oder 

15 c) fiir einen spezifischen PARP-Inhibitor . 
kodiert * 

Weiterhin betrifft die Erfindung pharmazeutische Mittel, enthal- 
tend in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager wenigstens ein 
20 erf indungsgemaBes PARP-Protein, wenigstens einen erf indungsgema- 
J3en PARP-Bindungspartner oder wenigstens eine erf indungsgemaI3e 
kodierende Nukleotidsequenz . 

SchlieBlich betrifft die Erfindung die Verwendung niedermolekula- 
25 rer (Molekulargewicht von weniger als etwa 1000 Dalton) Bindungs- 
partner eines PARP-Homologen zur Diagnose oder Therapie von 
Krankheitszustanden, an deren Entstehung und/oder Verlauf weni- 
stens ein PARP-Protein, insbesondere ein erf indungsgemaBes PARP- 
Homologes, oder ein davon abgeleitetes Polypeptid beteiligt sind. 

30 

Die vorliegende Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die bei- 
liegenden Figuren naher beschrieben. Dabei zeigt: 

Figur 1 ein Sequenz-Alignment von menschlichem PARP (humanPARPl) 
35 und zwei erf indungsgemaB bevorzugte PARPs (humanPARP2 und human- 
PARP3). Sequenzubereinstimmungen zwischen humanPARPl und human- 
PARP2 bzw. humanPARP3 sind umrahmt dargestellt. Die Ma joritatsse- 
quenz ist iiber dem Alignment angegeben. Die Zink-Finger Motive 
von humanPARPl befinden sich in den Sequenzabschnitten entspre- 
40 chend den Amniosaureresten 21 bis 56 und 125 bis 162; 

Figur 2 einen Northern-Blot mit unterschiedlichen menschlichen 
Geweben zur Veranschaulichung der Gewebeverteilung erf indungsge- 
maBer PARP-Molekule . Bahn 1: Herz; Bahn 2: Gehirn; Bahn 3: Pla- 
45 zenta; Bahn 4: Lunge; Bahn 5: Leber; Bahn 6: Skelettmuskel; Bahn 
7: Niere; Bahn 8: Pankreas; (A) Blot fiir humanPARP2; (B) Blot fiir 
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Soweit keine anderen Angaben gemacht werden, werden im Rahmen der 
vorliegenden Beschreibung Aminosauresequenzen beginnend mit dem 
N-Terminus angegeben. Wird der Ein-Buchstaben-Code fiir Aminosau- 
ren verwendet, so steht G flir Glycin, A fiir Alanin, V flir Valin, 
10 L fiir Leucin, I fiir Isoleucin, S fiir Serin, T fiir Threonin, D fiir 
Asparaginsaure, N flir Asparagin, E fiir Glutaminsaure, Q fiir Glut- 
amin, W fiir Tryptophan, H fiir Histidin, R fiir Arginin, P fur Pro- 
lin, K fiir Lysin, Y flir Tyrosin, F fiir Phenylalanin, C fiir Cy- 
stein und M fiir Methionin. 

15 

Die vorliegenden Erfindung ist nicht auf die oben konkret be- 
schriebenen PARP-Homologen beschrankt. Vielmehr werden auch sol- 
che Homologen erfaBt, welche funktionale Aquivalente davon dar- 
stellen. Funktionale Aquivalente umfassen sowohl naturliche, wie 

20 z.B. Spezies-spezif ische oder Organ-spezif ische, als auch kiinst- 
lich erzeugte Varianten der hierin konkret beschriebenen Pro- 
teine. Erf indungsgemafle funktionale Aquivalente unterscheiden 
sich durch Addition, Substitution, Inversion, Insertion und/oder 
Deletion von einem oder mehreren Aminosaureresten von humanPARP2 

25 (SEQ ID NO:2) und humanPARP3 (SEQ ID NO: 4 und 6), wobei wenig- 
stens noch die NAD-Bindungsf unktion des Proteins, vermittelt 
durch eine funktionale katalyt ische C-terminale Domane, erhalten 
bleibt. Funktionale Aquivalente umfassen gegebenenf alls auch sol- 
che Varianten, in denen die Leucin-Zipper Region im wesentlichen 

30 erhalten bleibt. 

Dabei konnen beispielsweise, ausgehend von der Sequenz fiir human- 
PARP2 oder humanPARP3 bestimmte Aminosauren durch solche mit ahn- 
lichen physikochemischen Eigenschaf ten (Raumerf iillung, Basizitat, 

35 Hydrophobizitat etc.) ersetzt werden. Beispielsweise konnen Argi- 
ninreste gegen Lysinreste, Valinreste gegen Isoleucinreste oder 
Asparaginsaurereste gegen Glutaminsaurereste ausgetauscht werden. 
Es konnen aber auch ein oder mehrere Aminosauren in ihrer Reihen- 
folge vertauscht, hinzugefiigt oder entfernt werden, oder es kon- 

40 nen mehrere dieser MaBnahmen miteinander kombiniert werden. Die 
der art gegeniiber der humanPARP2- oder humanPARP3 -Sequenz veran- 
derten Proteine besitzen wenigstens 60 %, bevorzugt wenigstens 75 
%, ganz besonders bevorzugt wenigstens 85 % Homologie zur Aus- 
gangssequenz , berechnet nach dem Algorithmus von Pearson und Lip- 

45 man, Proc . Natl. Acad. Sci (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. 
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Folgende Homologien wu'rden auf Aminosaureebene bzw. DNA-Ebene 
zwischen humanPARPl, 2 und 3 bestimmt (FastA-Programm, Pearson und 
Lipman , a . a . O . ) : 
Aminosaure-Homologien: 





Prozent Identitat 


Prozent Identitat 
in 

PARP- Signature 


PARP1/PARP2 


41,97% (517) 


86% (50) 


PARP1/PARP3 


33,81% (565) 


53,1% (49) 


PARP2/PARP3 


35,20% (537) 


53,1% (49) 



10 



15 



Zahlen in Klammern geben die Anzahl der uberlappenden Aminosauren 
ah. 



DNA-Homologien : 



20 





Prozent Identitat 
im ORF 


Prozent Identitat 
in 

PARP-Signature 


PARP 1 /PARP 2 


60,81% (467) 


77,85% (149) 


PARP 1 / PARP 3 


58,81% (420) 


59,02% (61) 


PARP 2 /PARP 3 


60,22% (269) 


86,36% (22) 



25 



30 Zahlen in Klammern geben die Anzahl der uberlappenden Nukleotide 
an. 



Die erf indungsgemaJ3en Polypeptide lassen sich aufgrund der hohen 
Ahnlichkeit im Bereich der katalytischen Domane als homologe 
35 Poly(ADP-ribose)polymerasen klassif izieren. 

Erf indungswesentlich ist auflerdem, da/3 die neuen PARP-Homologen 
keine herkommlichen Zink-Finger Motive aufweisen. Das bedeutet, 
dafl diese Enzyme nicht notwendigerweise in die DNA-Reparatur in- 

40 volviert ist, wohl aber noch ihren pathologischen Mechanism 

(NAD + -Verbrauch und somit Energieverbrauch durch ATP-Konsum) ausii- 
ben konnen. Dies ist von besonderer Bedeutung fur die Wirkstof- 
f entwicklung. Potentielle neue Inhibitoren gegen die erfindungs- 
gemaflen Polymerasen konnen also die pathologischen Funktionen 

45 hemmen ohne negative Effekte auf die gewiinschten physiologischen 
Eigenschaften zu haben. Mit Inhibitoren gegen die bislang be- 
kannte PARPs war dies nicht moglich, da auch immer die DNA-Repa- 
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raturfunktion mitinhibiert wurde. Die potentiell mutagene Wirkung 
bekannter PARP-Inhibitoren ist somit leicht verstandlich. 

Das erf indungsgemafl bevorzugte PARP-Homologe gemafl SEQ ID NO: 2 
5 (human PARP2 ) lafit sich vorteilhaf terweise aus dem menschlichen 
Hirn isolieren. In anderen Geweben oder Organen ist humanPARP2 
deutlich schwacher exprimiert. 

Das erf indungsgemafl bevorzugte PARP-Homologe gemafl SEQ ID NO: 4 
10 und 6 (humanPARP3) laBt sich vorteilhaf terweise aus dem menschli- 
chen Hirn, Herz oder Niere isolieren. In anderen Geweben oder Or- 
ganen, wie Muskel oder Leber, ist humanPARP3 deutlich schwacher 
exprimiert. 

15 Der mit der Proteinisolierung vertraute Fachmann wird zur Gewin- 
nung erf indungsgemafler natiirlicher PARPs aus Geweben oder erfin- 
dungsgemaBer rekombinant hergestellter PARPs aus Zellkulturen die 
dazu jeweils am geeignetste Kombination von praparativen Verfah- 
rensmafinahmen ergreifen. Geeignete praparative Standardmethoden 

20 sind zum Beispiel beschrieben in Cooper, T.G., Biochemische Ar- 
beitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in 
Scopes, R. Protein Purification, Springer Verlag, New York, Hei- 
delberg, Berlin. 

25 Gegenstand der Erfindung sind auBerdem PARP2- und PARP3-Homologe, 
welche zwar aus anderen eukaryotischen Spezies, d.h. Evertebraten 
oder Vertebraten, insbesondere anderen Saugern, wie z.B. Maus, 
Ratte, Katze, Hund, Schwein, Schaf, Rind, Pferd, oder Affe oder 
aus anderen Organen, wie z.B. Myokard, isolierbar sind, aber die 

30 wesentlichen, von den er f indungsgemaBen PARPs vorgegebenen struk- 
turellen und funktionellen Eigenschaf ten besitzen. 

Insbesondere das aus menschlichem Hirn isolierbare humanPARP2 und 
dessen funktionale Aquivalente sind bevorzugte Agenzien fur die 

35 Entwicklung von Inhibitoren gegen Schlaganf all . Es kann namlich 
angenommen werden, daJ3 die Wirkstoff entwicklung, basierend auf 
PARP2 als Indikator, die Entwicklung von Inhibitoren ermoglicht, 
welche fiir die Anwendung an menschlichem Gehirn optimiert sind. 
Es ist jedoch nicht auszuschlieflen, dafl auf Basis von PARP2 ent- 

40 wickelte Inhibitoren auch zur Therapierung PARP-vermittelter pa- 
thologischer Zustande anderer Organe ebenfalls einsetzbar sind. 

Eine weitere wesentliche biologische Eigenschaft von erfindungs- 
gemaflen PARPs und deren funktionalen Aquivalenten ist in deren 
45 Befahigung zur Bindung eines Interaktionspartners zu sehen. Im 
Unterschied zur bislang bekannten PARPs aus hoheren Eukaryoten, 
wie insbesondere Saugern, verfiigen humanPARP2 und 3 uber soge- 
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Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos 
Oder im Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor enthalten. 

Prin2ipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren Regula- 
5 tionssequenzen verwendet werden. Dariiberhinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Ex- 
pression der Nukleinsauresequenzen und der Proteinexpression er- 
10 moglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus be- 
deuten, daJ3 das Gen erst nach Induktion exprimiert oder iiberex- 
primiert wird, oder da!3 es sofort exprimiert und/oder uberexpri- 
miert wird. 

15 Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 

20 hancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNA verbessert wird. 

Unter "Enhancer" sind beispielsweise DNA-Sequenzen zu verstehen, 
25 die iiber eine verbesserte Wechselwirkung zwischen RNA-Polymerase 
und DNA eine erhohte Expression bewirken. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten wirtsorganismus vorteilhaf terweise 

30 in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fach- 
mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" 
(Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufler Plasmiden auch 

35 alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren wie beispielsweise 
Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Trans- 
posons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirku- 
lare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsor- 
ganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 



Expression der Konstrukte: 

Vorteilhaf terweise werden die oben beschriebenen erf indungsgema- 
flen rekombinanten Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem einge- 
45 bracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann be- 
kannte gelaufige Klonierungs- und Transf ektionsmethoden verwen- 
det, um die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssy- 
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stem zur Expression zu bringen. Geeignete Systeme werden bei- 
spielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, F. Aus- 
ubel et al., Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, beschrie- 
ben. 

5 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemaJ3en Nukleinsauren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate 
oder des rekombinanten Nukleinsaurekonstrukts ermoglichen. Unter 

10 Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, Pilze, Hefen, 

pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Orga- 
nismen sind Bakterien, wie solche der. Gattungen Escherichia, wie 
z.B. Escherichia coli, Streptomyces , Bacillus oder Pseudomonas, 
eukaryotische Mikroorganismen, wie Saccharomyces cerevisiae, As- 

15 pergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Tieren oder Pflanzen, 
beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. 

Gewiinschtenf alls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren, wie insbesondere Mausen, Schafen oder 
20 transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den 

transgenen Organismen kann es sich auch urn sogenannte Knock-Out 
Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endo- 
gene Gen ausgeschaltet wurde, wie z.B. durch Mutation oder par- 
tielle oder vollstandige Deletion. 

25 

Die Kombination aus dem Wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie bei- 
spielsweise Plasmide mit dem RNA-Polymerase /Promoter System, die 
Phagen K, \i oder andere temperente Phagen oder Transposons und/ 
30 oder weiteren vorteilhaf ten regulatorischen Sequenzen bilden ein 
Expressionssystem. Bevorzugt sind unter dem Begriff Expressions- 
systeme beispielsweise die Kombination aus Saugetierzellen, wie 
CHO-Zellen, und Vektoren, wie pcDNA3neo-Vektor , die fur Sauge- 
tierzellen geeignet sind, zu verstehen. 

35 

Wie oben beschrieben kann das Genprodukt vorteilhaft auch in 
transgenen Tieren, z.B. Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen 
zur Expression gebracht werden. Ebenso ist es moglich, zellfreie 
Translationssysteme mit der von der Nukleinsaure abgeleiteten RNA 
40 zu programmieren . 

Dariiberhinaus kann das Genprodukt auch in Form therapeutisch oder 
diagnostisch geeigneter Fragmente exprimiert werden. Zur Isolie- 
rung des rekombinanten Proteins konnen vorteilhaft Vektorsysteme 
45 oder Oligonukleotide verwendet werden, die die cDNA urn bestimmte 
Nukleotidsequenzen verlangern und damit fiir veranderte Polypep^ 
tide kodieren, die einer einfacheren Reinigung dienen. Derartige 
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geeignte Modif ikationen sind beispielsweise als Anker fungierende 



sogenannte "Tags", wie z.B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte 
Modif ikat ion, Oder Epitope, die als Antigene von Antikorpern er- 
kannt werden konnen (beschrieben zum Beispiel in Harlow, E . and 
5 Lane, D., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Har- 
bor (N.Y.) Press). Diese Anker konnen zur Anheftung der Proteine 
an einen festen Trager, wie z.B. einer Polymermatrix, dienen, 
die beispielsweise in einer Chromatographiesaule eingefiillt sein 
kann, oder an einer Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Tra- 
10 ger verwendet werden kann. 

Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine 
verwendet werden. Zur Erkennung der Proteine konnen auflerdem ub- 
liche Marker, wie Fluoreszenzf arbstof f e, Enzymmarker , die nach 
15 Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt 
bilden, oder radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit 
den Ankern zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

Herstellung von Antikorpern: 

20 

Die Herstellung von Anti-PARP2 -Antikorpern erfolgt in einer dem 
Fachmann gelaufigen Weise. Mit Antikorpern sind sowohl polyklo^ 
nale, monoklonale, humane oder humanisierte Antikorper oder Frag- 
mente davon, single chain Antikorper oder auch synthetische Anti- 

25 korper gemeint, ebenso wie Antikorper f ragmente , wie Fv, Fab und 
(Fab) '2- Geeignete Herstellungsverf ahren sind z.B. beschrieben in 
Campbell, A.M., Monoclonal Antibody Technology, (1987) Elsevier 
Verlag, Amsterdam, New York, Oxford und in Breitling, F. und Du- 
bel, S., Rekombinante Antikorper (1997), Spektrum Akademischer 

30 Verlag, Heidelberg. 

Weitere Anwendung der kodierenden Sequenz: 

Die vorliegende cDNA bietet auflerdem die Voraussetzung, die geno- 
35 mische Sequenz des neuen PARP-Gens zu klonieren. Darunter fallt 
auch die dazugehorige regulatorische oder Promotorsequenz , die 
beispielsweise durch Sequenzierung des 5 ' -stromaufwarts gelegenen 
Bereiches der erf indungsgemaflen cDNA zuganglich wird. Die Sequen- 
zinformation der cDNA ist auch die Grundlage fiir die Herstellung 
40 von Antisense-Molekulen oder Ribozymen mit Hilfe bekannter Metho- 
den (vgl. Jones, J.T. und Sallenger, B . A. (1997) Nat. Biotechnol. 
15, 902; Nellen, W. und Lichtenstein, C. (1993) TIBS, 18, 419). 
Die genomische DNA kann ebenfalls zur Herstellung der oben be- 
schriebenen Genkonstrukte verwendet werden. 
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Eine weitere Moglichkeit des Einsatzes der Nukleotidsequenz oder 
Teilen davon ist die Erzeugung transgener Tiere. Transgene Uber- 
expression oder genetischer Knockout der Sequenz information in 
geeigneten Tiermodellen kann wertvolle weitere Inf ormationen iiber 
5 die (Patho-)Physiologie der neuen Enzyme liefern. . 

Therapeutische Anwendungen: 

In Situationen, in denen ein Mangel an einem erf indungsgemaflen 
10 Protein herrscht, konnen mehrere Methoden zur Substituierung ein- 
gesetzt werden. Zum einen kann das Protein, natiirlich oder rekom- 
binant direkt, oder gentherapeutisch in Form seiner kodierenden 
Nukleinsaure (DNA oder RNA) appliziert werden. Dazu konnen belie- 
bige Vektoren beispielsweise sowohl virale, als auch nichtvirale 
15 Vehikel zum Einsatz kommen. Geeignte Methoden werden beispiels- 
weise beschrieben von Strauss und Barranger in Concepts in Gene 
Therapy (1997), Walter de Gruyter, Hrsg. Eine weitere Alternative 
bietet die Stimulation des endogenen, korpereigenen Genes durch 
geeignete Mittel. 

20 

Auch der turn-over oder die Inaktivierung erf indungsgemafler 
PARPs, z.B. durch Proteasen, konnen blockiert werden. Schliefllich 
konnen Inhibitoren oder Agonisten erf indungsgemaJ5er PARPs zum 
Einsatz gelangen. 



In Situationen, in denen iiberschussiges PARP vorliegt, konnen un- 
terschiedliche Typen von Inhibitoren eingesetzt werden. Diese In- 
hibition kann sowohl durch Antisense-Molekiile, Ribozyme, Oligonu- 
kleotide oder Antikorper, als auch durch niedermolekulare Verbin- 
30 dungen erreicht werden. 

Nicht-therapeutische Anwendungen : 

Weiterhin konnen die erf indungsgema!3en Nukleinsauren, wie z.B. 
35 cDNA, die genomische DNA, der Promotor, als auch das Polypeptid, 
sowie Teilf ragmente davon in rekombinanter oder nichtrekombinan- 
ter Form zur Ausarbeitung von verschiedenen Testsystemen verwen- 
det werden. 

40 Beispielsweise kann ein Testsystem etabliert werden, das geeignet 
ist, die Aktivitat des Promotor s oder des Proteins in Anwesenheit 
einer Testsubstanz zu messen. Bevorzugt handelt es sich dabei um 
einfache, z.B. colorimetrische, luminometrische, f luorimetrische , 
immunologische oder radioaktive, Meflmethoden, die die schnelle 

45 Meflbarkeit, vorzugsweise einer Vielzahl von Testsubstanzen erlau- 
ben. Derartige Tests eignen sich vorteilhaft flir ein sogenanntes 
High-Throughput-Screening. Diese Testsysteme erlauben eine Bewer- 



25 



M/39113 



BASF Aktie 




ellschaft 



20 



980301 



* 




« 



tung von Testsubstanzen in Bezug auf deren Bindung an Oder deren 
Agonisierung, Antagonisierung oder Inhibition von erf indungsgema- 
Ben Proteinen. 

5 Die Bestimmung von Menge, Aktivitat und Verteilung der erfin- 
dungsgemaBen Proteine oder ihrer zugrundeliegenden mRNA im 
menschlichen Korper kann zur Diagnose, zur Bestimmung der Predis- 
position und zum Monitoring bei bestimmten Erkrankungen dienen. 
Desgleichen kann die Sequenz der cDNA sowie der genomischen Se- 

10 quenz zu Aussagen iiber genetische Ursachen und Pradispositionen 
bestimmter Erkrankungen herangezogen werden. Dazu konnen sowohl 
DNA/RNA-Sonden als auch Antikorper verschiedenster Art benutzt 
werden, weiterhin konnen die erf indungsgemaBen Nukleotidsequenzen 
oder Teile davon in Form geeigneter Sonden zur Aufdeckung von 

15 Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen dienen. 

Weiterhin konnen die erf indungsgemaBen Proteine benutzt werden, 
um ihre naturlichen Liganden oder Interaktionspartner zu bestim- 
men und zu isolieren. AuBerdem konnen die erf indungsgemaBen Pro- 

20 teine benutzt werden, um kvinstliche oder synthetische Liganden zu 
bestimmen und zu isolieren* Dazu kann man das rekombinant herge- 
stellte oder gereinigte natiirliche Protein derart derivatisieren, 
daB es Modif ikationen tragt, die eine Verkniipfung mit Tragermate- 
rialien erlauben. Derart gebundenen Proteine konnen mit unter- 

25 schiedlichen Analyten, wie z.B. Proteinextrakten oder Peptidbi- 
bliotheken oder anderen Quellen fiir Liganden, inkubiert werden. 
Spezifisch gebundenen Peptide, Proteine oder niedermolekulare, 
nichtproteinogene Substanzen konnen so isoliert und charakteri- 
siert werden. Unter nichtproteinogenen Substanzen sind beispiels- 

30 weise niedermolekulare, chemische Substanzen (= kleiner 1000 Dal- 
ton) zu verstehen, die beispielsweise aus der klassischen Wirk- 
stof f synthese oder aus sogenannten Substanzbibliotheken stammen 
konnen, die mit Hilfe der Kombinatorik synthetisiert worden sind. 

35 Die verwendeten Proteinextrakte sind beispielsweise abgeleitet 
aus Homogenaten von Pflanzen oder Pf lanzenteilen, Mikroorganis- 
men, menschlichen oder tierischen Geweben oder Organen. 

Liganden oder Interaktionspartner konnen ferner durch Verfahren, 
40 wie das Hefe "Two-Hybrid-System" identif iziert werden (Fields, S. 
und Song, 0. (1989) Nature, 340, 245). Die dabei einsetztbaren 
Expressionsbanken sind beispielsweise ableitbar aus menschlichen 
Geweben, wie z.B. Gehirn, Herz, Niere usw. 

45 Die erf indungsgemaBen Nukleinsauresequenzen und die von ihnen ko- 
dierten Proteine konnen zur Entwicklung von Reagenzien, Agonisten 
und Antagonisten oder Inhibitoren zur Diagnose und Therapie von 
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chronischen und akuten Erkrankungen, die mit der Expression einer 
der erf indungsgemaBen Proteinsequenzen, wie z.B. mit deren erhoh- 
ter Oder erniedrigter Expression assoziiert sind, eingesetzt wer- 
den. Die entwickelten Reagenzien, Agonisten, Antagonisten Oder 
Inhibitoren konnen anschliefiend zur Herstellung von pharmazeuti- 
schen Zubereitungen zur Behandlung oder Diagnose von Krankheiten 
verwendet . Dabei kann es sich beispielsweise urn Erkrankungen des 
Gehirns, des Herz-Kreislauf systems oder des Auges, oder septi- 
schem Schock handeln. 

Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die folgenden Ausfuh- 
rungsbeispiele naher erlautert. 

Beispiel 1: Isolierung der PARP2- und PARP3-CDNA 



15 



Bei der Sequenzanalyse von cDNA-Klonen einer cDNA-Bibliothek aus 
menschlichem Gehirn (Human Brain 5' Stretch Plus cDNA Library, # 
HL3002a, Fa. Clontech) wurden die vorliegenden cDNA-Sequenzen 
erstmalig gefunden. Die Sequenzen dieser Klone sind in SEQ ID 
20 N0:1 und 3 beschrieben. 

Beispiel 2: Expression von humanPARP2 bzw. humanPARP3 in mensch- 
lichen Geweben 

25 Die Expression von humanPARP2 bzw. humanPARP3 wurde in acht ver- 
schiedenen menschlichen Geweben mittels Northern-Blot-Analyse un- 
tersucht. Ein "Human Multiple Tissue Northern Blot" der Firma 
Clontech (#77 60-1) wurde dazu mit einer RNA-Sonde hybridisiert . 
Die Sonde wurde durch in vitro Transkription der entsprechenden 

30 cDNA von humanem PARP2 bzw. humanem PARP3 in Anwesenheit Digoxi- 
genin-markierter Nukleotide hergestellt. 

Nach stringenter Waschung wurde das Transkript von humanem PARP2 
hauptsachlich im Gehirn nachgewiesen f leicht ist es ebenfalls im 
35 Herzen exprimiert. Die Expression in weiteren Geweben (Plazenta, 
Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere, Bauchspeicheldruse ) ist sehr 
schwach. Die Gr6J3e des Transkriptes von ca. 1.9 kb entspricht der 
Lange der bestimmten cDNA (1.85kb) (vgl. Figur 2(A)). 

40 Nach stringenter Waschung wurde das Transkript von humanem PARP3 
hauptsachlich im Herzen, Gehirn und Niere nachgewiesen, deutlich 
aber schwacher ist es ebenfalls in Skelettmuskel und Leber expri- 
miert. Die Expression in weiteren Geweben (Plazenta, Lunge, 
Bauchspeicheldruse) ist deutlich schwacher (vgl. Figur 2(B)). Zu 

45 humanPARP3 gibt es mindestens 2 Transkripte. Deren Gr6J3e (ca. 2,2 
kb bzw. 2,5 kb) entspricht der Lange der bestimmten cDNA (2.3kb). 
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Fiir die stringente Waschung wurde ein 0,1X SSC Puffer (herge- 
stellt aus 20X SSC: 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat , pH 7,0), suppl 
mentiert mit 0,1% SDS bei 68°C verwendet. 
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S EQUEN Z PR0T0K0LL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: - 

(C) ORT: Ludwigshafen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 67065 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Neue Poly-ADP-Ribose-Polymerase Gene 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 6 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1-0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1843 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(F) GEWEBETYP: Brain 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE : 3 . .1715 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "Poly ADP Ribose 
Polymerase" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 
CC ATG GCG GCG CGG CGG CGA CGG AGC ACC GGC GGC GGC AGG GCG AGA 47 
Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg 
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GCA TTA AAT GAA AGC AAA AGA GTT AAT AAT GGC AAC ACG GCT CCA GAA 95 
Ala Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr Ala Pro Glu 

20 25 30 

GAC TCT TCC CCT GCC AAG AAA ACT CGT AGA TGC CAG AGA CAG GAG TCG 143 
Asp Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys Gin Arg Gin Glu Ser 
35 40 45 

AAA AAG ATG CCT GTG GCT GGA GGA AAA GCT AAT AAG GAC AGG ACA GAA 191 
Lys Lys Met Pro Val Ala Gly Gly Lys Ala Asn Lys Asp Arg Thr Glu 
50 55 60 

GAC AAG CAA GAT GAA TCT GTG AAG GCC TTG CTG TTA AAG GGC AAA GCT 239 
Asp Lys Gin Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys Gly Lys Ala 
65 70 75 

CCT GTG GAC CCA GAG TGT ACA GCC AAG GTG GGG AAG GCT CAT GTG TAT 287 
Pro Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala His Val Tyr 
80 85 90 95 

TGT GAA GGA AAT GAT GTC TAT GAT GTC ATG CTA AAT CAG ACC AAT CTC 335 
Cys Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn Gin Thr Asn Leu 

100 105 110 

CAG TTC AAC AAC AAC AAG TAC TAT CTG ATT CAG CTA TTA GAA GAT GAT 383 
Gin Phe Asn Asn Asn Lys Tyr Tyr Leu lie Gin Leu Leu Glu Asp Asp 
115 120 125 

GCC CAG AGG AAC TTC AGT GTT TGG ATG AGA TGG GGC CGA GTT GGG AAA 431 
Ala Gin Arg Asn Phe Ser Val Trp Met Arg Trp Gly Arg Val Gly Lys 
130 135 140 

ATG GGA CAG CAC AGC CTG GTG GCT TGT TCA GGC AAT CTC AAC AAG GCC 479 
Met Gly Gin His Ser Leu Val Ala Cys Ser Gly Asn Leu Asn Lys Ala 
145 150 155 

AAG GAA ATC TTT CAG AAG AAA TTC CTT GAC AAA ACG AAA AAC AAT TGG 527 
Lys Glu lie Phe Gin Lys Lys Phe Leu Asp Lys Thr Lys Asn Asn Trp 
160 165 170 175 

GAA GAT CGA GAA AAG TTT GAG AAG GTG CCT GGA AAA TAT GAT ATG CTA 575 
Glu Asp Arg Glu Lys Phe Glu Lys Val Pro Gly Lys Tyr Asp Met Leu 

180 185 190 

CAG ATG GAC TAT GCC ACC AAT ACT CAG GAT GAA GAG GAA ACA AAG AAA 623 
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Gin Met Asp Tyr Ala Thr Asn Thr Gin Asp Glu Glu Glu Thr Lys Lys 

195 200 205 

GAG GAA TCT CTT AAA TCT CCC TTG AAG CCA GAG TCA CAG CTA GAT CTT 

Glu Glu Ser Leu Lys Ser Pro Leu Lys Pro Glu Ser Gin Leu Asp Leu 

210 215 220 

CGG GTA CAG GAG TTA ATA AAG TTG ATC TGT AAT GTT CAG GCC ATG GAA 

Arg Val Gin Glu Leu lie Lys Leu lie Cys Asn Val Gin Ala Met Glu 

225 230 235 

GAA ATG ATG ATG GAA ATG AAG TAT AAT ACC AAG AAA GCC CCA CTT GGG 

Glu Met Met Met Glu Met Lys Tyr Asn Thr Lys Lys Ala Pro Leu Gly 

240 245 250 255 

AAG CTG ACA GTG GCA CAA ATC AAG GCA GGT TAC CAG TCT CTT AAG AAG 

Lys Leu Thr Val Ala Gin lie Lys Ala Gly Tyr Gin Ser Leu Lys Lys 

260 265 270 

ATT GAG GAT TGT ATT CGG GCT GGC CAG CAT GGA CGA GCT CTC ATG GAA 

lie Glu Asp Cys lie Arg Ala Gly Gin His Gly Arg Ala Leu Met Glu 

275 280 285 

GCA TGC AAT GAA TTC TAC ACC AGG ATT CCG CAT GAC TTT GGA CTC CGT 

Ala Cys Asn Glu Phe Tyr Thr Arg lie Pro His Asp Phe Gly Leu Arg 

290 295 300 

ACT CCT CCA CTA ATC CGG ACA CAG AAG GAA CTG TCA GAA AAA ATA CAA 

Thr Pro Pro Leu lie Arg Thr Gin Lys Glu Leu Ser Glu Lys lie Gin 

305 310 315 

TTA CTA GAG GCT TTG GGA GAC ATT GAA ATT GCT ATT AAG CTG GTG AAA 

Leu Leu Glu Ala Leu Gly Asp lie Glu lie Ala lie Lys Leu Val Lys 

320 325 330 335 

ACA GAG CTA CAA AGC CCA GAA CAC CCA TTG GAC CAA CAC TAT AGA AAC 

Thr Glu Leu Gin Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gin His Tyr Arg Asn 

340 345 .350 

CTA CAT TGT GCC TTG CGC CCC CTT GAC CAT GAA AGT TAC GAG TTC AAA 

Leu His. Cys Ala Leu Arg Pro Leu Asp His Glu Ser Tyr Glu Phe Lys 

355 360 365 

GTG ATT TCC CAG TAC CTA CAA TCT ACC CAT GCT CCC ACA CAC AGC GAC 

Val lie Ser Gin Tyr Leu Gin Ser Thr His Ala Pro Thr His Ser Asp 

370 375 380 
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TAT ACC ATG ACC TTG CTG GAT TTG TTT GAA GTG GAG AAG GAT GGT GAG 1199 

Tyr Thr Met Thr Leu Leu Asp Leu Phe Glu Val Glu Lys Asp Gly Glu 
385 390 395 

AAA GAA GCC TTC AGA GAG GAG CTT CAT AAC AGG ATG CTT CTA TGG CAT 1247 
Lys Glu Ala Phe Arg Glu Asp Leu His Asn Arg Met Leu Leu Trp His 
400 405 410 415 

GGT TCC AGG ATG AGT AAC TGG GTG GGA ATC TTG AGC CAT GGG CTT CGA 1295 
Gly Ser Arg Met Ser Asn Trp Val Gly lie Leu Ser His Gly Leu Arg 

420 425 430 

ATT GCC CCA CCT GAA GCT CCC ATC ACA GGT TAC ATG TTT GGG AAA GGA 1343 
lie Ala Pro Pro Glu Ala Pro lie Thr Gly Tyr Met Phe Gly Lys Gly 
435 440 445 

ATC TAC TTT GCT GAC ATG TCT TCC AAG AGT GCC AAT TAC TGC TTT GCC 1391 
lie Tyr Phe Ala Asp Met Ser Ser Lys Ser Ala Asn Tyr Cys Phe Ala 
450 455 460 

TCT CGC CTA AAG AAT ACA GGA CTG CTG CTC TTA TCA GAG GTA GCT CTA 1439 
Ser Arg Leu Lys Asn Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ser Glu Val Ala Leu 
465 470 475 

GGT CAG TGT AAT GAA CTA CTA GAG GCC AAT CCT AAG GCC GAA GGA TTG 14 87 

Gly Gin Cys Asn Glu Leu Leu Glu Ala Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu 
480 485 490 495 

CTT CAA GGT AAA CAT AGC ACC AAG GGG CTG GGC AAG ATG GCT CCC AGT 1535 
Leu Gin Gly Lys His Ser Thr Lys Gly Leu Gly Lys Met Ala Pro Ser 

500 505 510 

TCT GCC CAC TTC GTC ACC CTG AAT GGG AGT ACA GTG CCA TTA GGA CCA 1583 
Ser Ala His Phe Val Thr Leu Asn Gly Ser Thr Val Pro Leu Gly Pro 
515 520 525 

GCA AGT GAC ACA GGA ATT CTG AAT CCA GAT GGT TAT ACC CTC AAC TAC 1631 
Ala Ser Asp Thr Gly lie Leu Asn Pro Asp Gly Tyr Thr Leu Asn Tyr 
530 535 540 

AAT GAA TAT ATT GTA TAT AAC CCC AAC CAG GTC CGT ATG CGG TAC CTT 1679 
Asn Glu Tyr lie Val Tyr Asn Pro Asn Gin Val Arg Met Arg Tyr Leu 
545 550 555 

TTA AAG GTT CAG TTT AAT TTC CTT CAG CTG TGG TGA ATGTTGATAT 1725 
Leu Lys Val Gin Phe Asn Phe Leu Gin Leu Trp * 
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TAAATAAACC AGAGATCTGA TCTTCAAGCA AGAAAATAAG CAGTGTTGTA CTTGTGAATT 1785 
TTGTGATATT TTATGTAATA AAAACTGTAC AGGTCTAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 1843 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 571 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg Ala 
15 10 15 

Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr Ala Pro Glu Asp 
20 25 30 

Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys Gin Arg Gin Glu Ser Lys 
35 40 45 

Lys Met Pro Val Ala Gly Gly Lys Ala Asn Lys Asp Arg Thr Glu Asp 
50 55 60 

Lys Gin Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys Gly Lys Ala Pro 
65 70 75 80 

Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala His Val Tyr Cys 

85 90 95 

Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn Gin Thr Asn Leu Gin 
100 105 110 

Phe Asn Asn Asn Lys Tyr Tyr Leu lie Gin Leu Leu Glu Asp Asp Ala 
115 120 125 

Gin Arg Asn Phe Ser Val Trp Met Arg Trp Gly Arg Val Gly Lys Met 
130 135 140 

Gly Gin His Ser Leu Val Ala Cys Ser Gly Asn Leu Asn Lys Ala Lys 
145 150 155 160 

Glu lie Phe Gin Lys Lys Phe Leu Asp Lys Thr Lys Asn Asn Trp Glu 
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165 



170 



175 



Asp Arg Glu Lys Phe Glu Lys Val Pro Gly Lys Tyr Asp Met Leu Gin 
180 185 190 

Met Asp Tyr Ala Thr Asn Thr Gin Asp Glu Glu Glu Thr Lys Lys Glu 
195 200 205 

Glu Ser Leu Lys Ser Pro Leu Lys Pro Glu Ser Gin Leu Asp Leu Arg 
210 215 220 

Val Gin Glu Leu lie Lys Leu lie Cys Asn Val Gin Ala Met Glu Glu 
225 230 235 240 

Met Met Met Glu Met Lys Tyr Asn Thr Lys Lys Ala Pro Leu Gly Lys 

245 250 255 

Leu Thr Val Ala Gin lie Lys Ala Gly Tyr Gin Ser Leu Lys Lys lie 
260 265 270 

Glu Asp Cys lie Arg Ala Gly Gin His Gly Arg Ala Leu Met Glu Ala 
275 280 285 

Cys Asn Glu Phe Tyr Thr Arg lie Pro His Asp Phe Gly Leu Arg Thr 
290 295 300 

Pro Pro Leu lie Arg Thr Gin Lys Glu Leu Ser Glu Lys lie Gin Leu 
305 310 315 320 

Leu Glu Ala Leu Gly Asp lie Glu lie Ala lie Lys Leu Val Lys Thr 

325 330 335 

Glu Leu Gin Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gin His Tyr Arg Asn Leu 
340 345 350 

His Cys Ala Leu Arg Pro Leu Asp His Glu Ser Tyr Glu Phe Lys Val 
355 360 365 

lie Ser Gin Tyr Leu Gin Ser Thr His Ala Pro Thr His Ser Asp Tyr 
370 375 380 

Thr Met Thr Leu Leu Asp Leu Phe Glu Val Glu Lys Asp Gly Glu Lys 
385 390 395 400 



Glu Ala Phe Arg Glu Asp Leu His Asn Arg Met Leu Leu Trp His Gly 

405 410 415 
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Ser Arg Met Ser Asn Trp Val Gly lie Leu Ser His Gly Leu Arg lie 
420 425 430 

Ala Pro Pro Glu Ala Pro lie Thr Gly Tyr Met Phe Gly Lys Gly lie 
435 440 445 

Tyr Phe Ala Asp Met Ser Ser Lys Ser Ala Asn Tyr Cys Phe Ala Ser 
450 455 460 

Arg Leu Lys Asn Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ser Glu Val Ala Leu Gly 
465 470 475 480 

Gin Cys Asn Glu Leu Leu Glu Ala Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu Leu 

485 490 495 

Gin Gly Lys His Ser Thr Lys Gly Leu Gly Lys Met Ala Pro Ser Ser 
500 505 510 

Ala His Phe Val Thr Leu Asn Gly Ser Thr Val Pro Leu Gly Pro Ala 
515 520 525 

Ser Asp Thr Gly lie Leu Asn Pro Asp Gly Tyr Thr Leu Asn Tyr Asn 
530 535 540 

Glu Tyr lie Val Tyr Asn Pro Asn Gin Val Arg Met Arg Tyr Leu Leu 
545 550 555 560 

Lys Val Gin Phe Asn Phe Leu Gin Leu Trp * 

565 570 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 



( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 2265 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGF0RM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNA 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 
(F) GEWEBETYP: Uterus 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE : 242 .. 1843 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "Poly ADP Ribose 
Polymerase" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

TGGGACTGGT CGCCTGACTC GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT TCACCCCACT GGTGGCCAAA 60 

TAGCCGATGT CTAATCCCCC ACACAAGCTC ATCCCCGGCC TCTGGGATTG TTGGGAATTC 120 

TCTCCCTAAT TCACGCCTGA GGCTCATGGA GAGTTGCTAG ACCTGGGACT GCCCTGGGAG 180 

GCGCACACAA CCAGGCCGGG TGGCAGCCAG GACCTCTCCC ATGTCCCTGC TTTTCTTGGC 240 

C ATG GCT CCA AAG CCG AAG CCC TGG GTA CAG ACT GAG GGC CCT GAG 286 
Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro Glu 
575 580 585 

AAG AAG AAG GGC CGG CAG GCA GGA AGG GAG GAG GAC CCC TTC CGC TCC r ^ 334 
Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser 
590 595 600 

ACC GCT GAG GCC CTC AAG GCC ATA CCC GCA GAG AAG CGC ATA ATC CGC 382 
thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala Glu Lys Arg lie lie Arg 
605 610 615 

GTG GAT CCA ACA TGT CCA CTC AGC AGC AAC CCC GGG ACC CAG GTG TAT 430 
Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val Tyr 
620 625 630 

GAG GAC TAC AAC TGC ACC CTG AAC CAG ACC AAC ATC GAG AAC AAC AAC 478 
Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Glu Asn Asn Asn 
635 640 645 650 

AAC AAG TTC TAC ATC ATC CAG CTG CTC CAA GAC AGC AAC CGC TTC TTC 526 
Asn Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe Phe 

655 660 665 

ACC TGC TGG AAC CGC TGG GGC CGT GTG GGA GAG GTC GGC CAG TCA AAG 574 
Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys 
670 675 680 

ATC AAC CAC TTC ACA AGG CTA GAA GAT GCA AAG AAG GAC TTT GAG AAG 622 
lie Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys 
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685 690 695 

AAA TTT CGG GAA AAG ACC AAG AAC AAC TGG GCA GAG CGG GAC CAC TTT 670 
Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe 
700 705 710 

GTG TCT CAC CCG GGC AAG TAC ACA CTT ATC GAA GTA CAG GCA GAG GAT 718 
Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Ala Glu Asp 
715 720 725 730 

GAG GCC CAG GAA GCT GTG GTG AAG GTG GAC AGA GGC CCA GTG AGG ACT 766 
Glu Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr 

735 740 745 

GTG ACT AAG CGG GTG CAG CCC TGC TCC CTG GAC CCA GCC ACG CAG AAG 814 
Val Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys 
750 755 760 

CTC ATC ACT AAC ATC TTC AGC AAG GAG ATG TTC AAG AAC ACC ATG GCC 862 
Leu lie Thr Asn lie Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala 
765 770 775 

CTC ATG GAC CTG GAT GTG AAG AAG ATG CCC CTG GGA AAG CTG AGC AAG 910 
Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys 
780 785 790 

CAA CAG ATT GCA CGG GGT TTC GAG GCC TTG GAG GCG CTG GAG GAG GCC 958 
Gin Gin lie Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala 
795 800 805 810 

CTG AAA GGC CCC ACG GAT GGT GGC CAA AGC CTG GAG GAG CTG TCC TCA 1006 
Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser 

815 820 825 

CAC TTT TAC ACC GTC ATC CCG CAC AAC TTC GGC CAC AGC CAG CCC CCG 1054 
His Phe Tyr Thr Val lie Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro Pro 
830 835 840 

CCC ATC AAT TCC CCT GAG CTT CTG CAG GCC AAG AAG GAC ATG CTG CTG 1102 
Pro lie Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu 
845 850 855 

GTG CTG GCG GAC ATC GAG CTG GCC CAG GCC CTG CAG GCA GTC TCT GAG 1150 
Val Leu Ala Asp lie Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser Glu 
860 865 870 

CAG GAG AAG ACG GTG GAG GAG GTG CCA CAC CCC CTG GAC CGA GAC TAC 119 8 
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Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr 
875 880 885 890 

GAG CTT CTC AAG TGC CAG CTG CAG CTG CTA GAC TCT GGA GCA CCT GAG 1246 
Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu 

895 900 905 

TAC AAG GTG ATA CAG ACC TAC TTA GAA CAG ACT GGC AGC AAC CAC AGG 1294 
Tyr Lys Val lie Gin Thr Tyr Leu Glu Gin Thr Gly Ser Asn His Arg 
910 915 920 

TGC CCT ACA CTT CAA CAC ATC TGG AAA GTA AAC CAA GAA GGG GAG GAA 1342 
Cys Pro Thr Leu Gin His He Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu Glu 
925 930 935 

GAC AGA TTC CAG GCC CAC TCC AAA CTG GGT AAT CGG AAG CTG CTG TGG 1390 
Asp Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp 
940 945 950 

CAT GGC ACC AAC ATG GCC GTG GTG GCC GCC ATC CTC ACT AGT GGG CTC 1438 
His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala He Leu Thr Ser Gly Leu 
955 960 965 970 

CGC ATC ATG CCA CAT TCT GGT GGG CGT GTT GGC AAG GGC ATC TAC TTT 1486 
Arg He Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly He Tyr Phe 

975 980 985 

GCC TCA GAG AAC AGC AAG TCA GCT GGA TAT GTT ATT GGC ATG AAG TGT 1534 
Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val He Gly Met Lys Cys 
990 995 1000 

GGG GCC CAC CAT GTC GGC TAC ATG TTC CTG GGT GAG GTG GCC CTG GGC 1582 
Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly 
1005 1010 1015 

AGA GAG CAC CAT ATC AAC ACG GAC AAC CCC AGC TTG AAG AGC CCA CCT 1630 
Arg Glu His His He Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro 
1020 1025 1030 

CCT GGC TTC GAC AGT GTC ATT GCC CGA GGC CAC ACC GAG CCT GAT CCG 167 8 

Pro Gly Phe Asp Ser Val lie Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro 
1035 1040 1045 1050 

ACC CAG GAC ACT GAG TTG GAG CTG GAT GGC CAG CAA GTG GTG GTG CCC 172 6 

Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val Pro 

1055 1060 1065 
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CAG GGC CAG CCT GTG CCC TGC CCA GAG TTC AGC AGC TCC ACA TTC TCC 1774 
Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser 
1070 1075 1080 

CAG AGC GAG TAC CTC ATC TAC CAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC TAC 1822 
Gin Ser Glu Tyr Leu lie Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr 
1085 1090 1095 





CTG CTG GAG GTC CAC CTC TGA GTGCCCGCCC TGTCCCCCGG GGTCCTGCAA 
Leu Leu Glu Val His Leu * 

1100 1105 

GGCTGGACTG TGATCTTCAA TCATCCTGCC CATCTCTGGT ACCCCTATAT CACTCCTTTT 

TTTCAAGAAT ACAATACGTT GTTGTTAACT ATAGTCACCA TGCTGTACAA GATCCCTGAA 

CTTATGCCTC CTAACTGAAA TTTTGTATTC TTTGACACAT CTGCCCAGTC CCTCTCCTCC 

CAGCCCATGG T AAC C AGC AT TTGACTCTTT ACTTGTATAA GGGCAGCTTT TATAGGTTCC 

ACATGTAAGT GAGATCATGC AGTGTTTGTC TTTCTGTGCC TGGCTTATTT CACTCAGCAT 

AATGTGCACC GGGTTCACCC ATGTTTTCAT AAATG AC AAG ATTTCCTCCT TTAAAAAAAA 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 534 Aminos aur en 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro Glu Lys 
1 5 10 15 

Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr 
20 25 30 

Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala Glu Lys Arg lie lie Arg Val 
35 40 45 



1873 

1933 
1993 
2053 
2113 
2173 
2233 
2265 



Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu 
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50 



55 



60 



Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Glu Asn Asn Asn Asn 
65 70 75 80 

Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr 

85 90 95 

Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys He 
100 105 HO 

Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys 
115 120 125 

Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe Val 
130 135 140 

Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Ala Glu Asp Glu 
145 150 155 160 

Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr Val 

165 170 175 

Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu 
180 185 190 

He Thr Asn He Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu 
195 200 205 

Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys Gin 
210 215 220 

Gin lie Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu 
225 230 235 240 

Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser His 

245 250 255 



Phe Tyr Thr Val He Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro Pro Pro 
260 265 270 

He Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val 
275 280 285 

Leu Ala Asp He Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser Glu Gin 
290 295 300 
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Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin 
305 310 315 320 

Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr 

325 330 335 

Lys Val lie Gin Thr Tyr Leu Glu Gin Thr Gly Ser Asn His Arg Cys 
340 345 350 

Pro Thr Leu Gin His lie Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu Glu Asp 
355 360 365 

Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp His 
370 375 380 

Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala lie Leu Thr Ser Gly Leu Arg 
385 390 395 400 

lie Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lie Tyr Phe Ala 

405 410 415 

Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val He Gly Met Lys Cys Gly 
420 425 430 

Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Arg 
435 440 445 

Glu His His lie Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro 
450 455 460 

Gly Phe Asp Ser Val He Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro Thr 
465 470 475 480 

Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val Pro Gin 

485 490 495 

Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser Gin 
500 505 510 

Ser Glu Tyr Leu He Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu 
515 520 525 

Leu Glu Val His Leu * 
530 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 
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(A) LANGE: 2265 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOP0L0GIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: cDNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(Vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(F) GEWEBETYP: Uterus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 221. .1843 

(Xi) SEQOENZBESCHREIBUNG : SEQ ID BO! 5, 
-GA CI GG T CGCC TG A CT C GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT ICA CCCCAC T GGXGGCCAAA 
TAGCCGA TOT CTAaTCCCCC ACACAAGCTC A T CCCCGGCC TCTGGGATTG TTGGGAATTC 

-ccc™ TCflCGCCTCA gagttgctm acctcggact 

GCGCACACAA CCAGGCCGGG XGGCAGCCAG GACCXCXCCC ATG XCC CTG CTT Xxc 

Met Ser Leu Leu Phe 
535 

S s ~ s - £ - - s 5 s s: s s: s s . 
- e s e s * iin s s - s: r r ccc - * 

560 7 *£ 9 lu Glu As P Pro Phe Arg 

£ s s e s s e s ss s ^ r cgc « « 

575 co AJ - a Glu L y s Arg He H e 

580 585 
CGC GTG GAT CCA ACA TGT CCA CTC Arr ^ 

Arg val Asp Pro Thr Cys Pro Le U Ser Se' T GGG ACC CAG GTG 

o ^e.u ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val 



3 
1 
2 

21 

33 

37< 

427 
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CAG GGC CAG CCT GTG CCC TGC CCA GAG TTC AGC AGC TCC ACA TTC TCC 1774 

Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser 

1070 1075 1080 

CAG AGC GAG TAC CTC ATC TAC CAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC TAC 1822 
Gin Ser Glu Tyr Leu lie Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr 
1085 1090 1095 

CTG CTG GAG GTC CAC CTC TGA GTGCCCGCCC TGTCCCCCGG GGTCCTGCAA 1873 
Leu Leu Glu Val His Leu * 

1100 1105 

GGCTGGACTG TGATCTTCAA TCATCCTGCC CATCTCTGGT ACCCCTATAT CACTCCTTTT 1933 

TTTCAAGAAT ACAATACGTT GTTGTTAACT ATAGTCACCA TGCTGTACAA GATCCCTGAA 1993 

CTTATGCCTC CTAACTGAAA TTTTGTATTC TTTGACACAT CTGCCCAGTC CCTCTCCTCC 2 053 

CAGCCCATGG T AAC C AGC AT TTGACTCTTT ACTTGTATAA GGGCAGCTTT TATAGGTTCC 2113 

AC AT GT AAGT GAGATCATGC AGTGTTTGTC TTTCTGTGCC TGGCTTATTT CACTCAGCAT 2173 

AATGTGCACC GGGTTCACCC ATGTTTTCAT AAATG AC AAG ATTTCCTCCT TTAAAAAAAA 2233 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA 2265 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 534 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

( D ) TOPOLOG IE: 1 ine ar 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro Glu Lys 
1 5 10 15 

Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr 
20 25 30 

Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala Glu Lys Arg lie lie Arg val 
35 40 45 

Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu 
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50 55 60 

Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Glu Asn Asn Asn Asn 
65 70 75 80 

Lys Phe Tyr He He Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr 



85 



90 



95 



Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys He 
100 105 HO 

Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys 
115 120 125 

Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe Val 
130 135 140 

Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu He Glu Val Gin Ala Glu Asp Glu 
145 150 155 160 

Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr Val 

165 170 175 

Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu 
180 185 190 

He Thr Asn He Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu 
195 200 205 

Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys Gin 
210 215 220 

Gin He Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu 
225 230 235 240 

Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser His 

245 250 255 

Phe Tyr Thr Val He Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro Pro Pro 
260 265 270 

He Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val 
275 280 285 

Leu Ala Asp He Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser Glu Gin 
290 295 300 
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Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin 
305 310 315 320 

Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr 

325 330 335 

Lys Val lie Gin Thr Tyr Leu Glu Gin Thr Gly Ser Asn His Arg Cys 
340 345 350 

Pro Thr Leu Gin His He Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu Glu Asp 
355 360 365 

Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp His 
370 375 380 

Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala He Leu Thr Ser Gly Leu Arg 
385 390 395 400 

He Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly He Tyr Phe Ala 

405 410 415 

Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val He Gly Met Lys Cys Gly 
420 425 430 

Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Arg 
435 440 445 

Glu His His He Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro 
450 455 460 

Gly Phe Asp Ser Val He Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro Thr 
465 470 475 480 

Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val Pro Gin 

485 490 495 

Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser Gin 
500 505 510 

Ser Glu Tyr Leu He Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu 
515 520 525 

Leu Glu Val His Leu * 
530 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 



M/39113 



BASF Aktiengesellschaft 980301 



ingest 

w 



36 



• * • * • ♦ * 



(A) LANGE: 2265 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Ein2elstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(F) GEWEBETYP: Uterus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:221. • 1843 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "Poly ADP Ribose 
Polymerase" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5 : 

TGGGACTGGT CGCCTGACTC GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT TCACCCCACT GGTGGC C AAA 

TAGCCGATGT CTAATCCCCC ACACAAGCTG ATCCCCGGCC TCTGGGATTG TTGGGAATTC 

TCTCCCTAAT TCACGCCTGA GGCTCATGGA GAGTTGCTAG ACCTGGGACT GCCCTGGGAG 

GCGCACACAA CCAGGCCGGG TGGCAGCCAG GACCTCTCCC ATG TCC CTG CTT TTC 

Met Ser Leu Leu Phe 
535 

TTG GCC ATG GCT CCA AAG CCG AAG CCC TGG GTA CAG ACT GAG GGC CCT 
Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro 
540 545 550 555 

GAG AAG AAG AAG GGC CGG CAG GCA GGA AGG GAG GAG GAC CCC TTC CGC 
Glu Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg 

560 565 570 

TCC ACC GCT GAG GCC CTC AAG GCC ATA CCC GCA GAG AAG CGC ATA ATC 
Ser Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala He Pro Ala Glu Lys Arg He He 
575 580 585 

CGC GTG GAT CCA ACA TGT CCA CTC AGC AGC AAC CCC GGG ACC CAG GTG 
Arg Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val 



60 
120 
180 
235 

283 

331 

379 

427 



M/39113 



BASF Aktiengesellschaft 980301 O. Z .^0050/49100 



* • • • 

* 



37 

590 . 595 600 

TAT GAG GAC TAC AAC TGC ACC CTG AAC CAG ACC AAC ATC GAG AAC AAC 
Tyr Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Glu Asn Asn 
605 610 615 

AAC AAC AAG TTC TAC ATC ATC CAG CTG CTC CAA GAC AGC AAC CGC TTC 
Asn Asn Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe 
620 625 630 635 

TTC ACC TGC TGG AAC CGC TGG GGC CGT GTG GGA GAG GTC GGC CAG TCA 
Phe Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser 

640 645 650 

AAG ATC AAC CAC TTC ACA AGG CTA GAA GAT GCA AAG AAG GAC TTT GAG 
Lys He Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu 
655 660 665 

AAG AAA TTT CGG GAA AAG ACC AAG AAC AAC TGG GCA GAG CGG GAC CAC 
Lys Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His 
670 675 680 

TTT GTG TCT CAC CCG GGC AAG TAC ACA CTT ATC GAA GTA CAG GCA GAG 
Phe Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu He Glu Val Gin Ala Glu 
685 690 695 

GAT GAG GCC CAG GAA GCT GTG GTG AAG GTG GAC AGA GGC CCA GTG AGG 
Asp Glu Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg 
700 705 710 715 

ACT GTG ACT AAG CGG GTG CAG CCC TGC TCC CTG GAC CCA GCC ACG CAG 
Thr Val Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin 

720 725 730 

AAG CTC ATC ACT AAC ATC TTC AGC AAG GAG ATG TTC AAG AAC ACC ATG 
Lys Leu lie Thr Asn He Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met 
735 '740 745 

GCC CTC ATG GAC CTG GAT GTG AAG AAG ATG CCC CTG GGA AAG CTG AGC 
Ala Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser 
750 755 760 

AAG CAA CAG ATT GCA CGG GGT TTC GAG GCC TTG GAG GCG CTG GAG GAG 
Lys Gin Gin lie Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu 
765 770 775 

GCC CTG AAA GGC CCC ACG GAT GGT GGC CAA AGC CTG GAG GAG CTG TCC 
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Ala Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser 
780 785 790 / 795 

TCA CAC TTT TAC ACC GTC ATC CCG CAC AAC TTC GGC CAC AGC CAG CCC 1051 
Ser His Phe Tyr Thr Val lie Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro 

800 805 810 

CCG CCC ATC AAT TCC CCT GAG CTT CTG CAG GCC AAG AAG GAC ATG CTG 1099 
Pro Pro lie Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu 
815 820 825 

CTG GTG CTG GCG GAC ATC GAG CTG GCC CAG GCC CTG CAG GCA GTC TCT 1147 
Leu Val Leu Ala Asp lie Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser 
830 835 840 

GAG CAG GAG AAG ACG GTG GAG GAG GTG CCA CAC CCC CTG GAC CGA GAC 1195 
Glu Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp 
845 850 855 

TAC CAG CTT CTC AAG TGC CAG CTG CAG CTG CTA GAC TCT GGA GCA CCT 1243 
Tyr Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro 
860 . 865 870 875 

GAG TAC AAG GTG ATA CAG ACC TAC TTA GAA CAG ACT GGC AGC AAC CAC 1291 
Glu Tyr Lys Val lie Gin Thr Tyr Leu Glu Gin Thr Gly Ser Asn His 

880 885 890 

AGG TGC CCT ACA CTT CAA CAC ATC TGG AAA GTA AAC CAA GAA GGG GAG 1339 
Arg Cys Pro Thr Leu Gin His lie Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu 
895 900 905 

GAA GAC AGA TTC CAG GCC CAC TCC AAA CTG GGT AAT CGG AAG CTG CTG 1387 
Glu Asp Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu 
910 915 920 

TGG CAT GGC ACC AAC ATG GCC GTG GTG GCC GCC ATC CTC ACT AGT GGG 1435 
Trp His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala lie Leu Thr Ser Gly 
925 930 935 

CTC CGC ATC ATG CCA CAT TCT GGT GGG CGT GTT GGC AAG GGC ATC TAC 1483 
Leu Arg He Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly He Tyr 
940 945 950 955 

TTT GCC TCA GAG AAC AGC AAG TCA GCT GGA TAT GTT ATT GGC ATG AAG 1531 
Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val He Gly Met Lys 

960 965 970 
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TGT GGG GCC CAC CAT GTC GGC TAC ATG TTC CTG GGT GAG GTG GCC CTG 1579 

Cys Gly Ala His His val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu 
975 980 985 

GGC AGA GAG CAC CAT ATC AAC ACG GAC AAC CCC AGC TTG AAG AGC CCA 1627 
Gly Arg Glu His His lie Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro 
990 995 1000 

CCT CCT GGC TTC GAC AGT GTC ATT GCC CGA GGC CAC ACC GAG CCT GAT 1675 
Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val lie Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp 
1005 1010 1015 

CCG ACC CAG GAC ACT GAG TTG GAG CTG GAT GGC CAG CAA GTG GTG GTG 17 23 

Pro Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val 
1020 1025 1030 1035 

CCC CAG GGC CAG CCT GTG CCC TGC CCA GAG TTC AGC AGC TCC ACA TTC 1771 
Pro Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe 

1040 1045 1050 

TCC CAG AGC GAG TAC CTC ATC TAC CAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC 1819 
Ser Gin Ser Glu Tyr Leu lie Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg 
1055 1060 1065 

TAC CTG CTG GAG GTC CAC CTC TGA GTGCCCGCCC TGTCCCCCGG GGTCCTGCAA 1873 
Tyr Leu Leu Glu Val His Leu * 

1070 1075 

GGCTGGACTG TGATCTTCAA TCATCCTGCC CATCTCTGGT ACCCCTATAT CACTCCTTTT 1933 

TTTCAAGAAT ACAATACGTT GTTGTTAACT ATAGTCACCA TGCTGTACAA GATCCCTGAA 1993 

CTTATGCCTC CTAACTGAAA TTTTGTATTC TTTGACACAT CTGCCCAGTC CCTCTCCTCC 2 053 

CAGCCCATGG TAACCAGCAT TTGACTC TTT ACTTGTATAA GGGCAGCTTT TATAGGTTCC 2113 

ACATGTAAGT GAGATCATGC AGTGTTTGTC TTTCTGTGCC TGGCTTATTT CACTCAGCAT 2173 

AATGTGCACC GGGTTCACCC ATGTTTTCAT AAATGACAAG ATTTCCTCCT TTAAAAAAAA 2 233 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA 2265 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 541 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
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(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Ser Leu Leu Phe Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val 
15 10 15 

Gin Thr Glu Gly Pro Glu Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu 
20 25 30 

Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala He Pro Ala 
35 40 45 

Glu Lys Arg He He Arg Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn 
50 55 60 



Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr 
65 



70 75 80 



Asn He Glu Asn Asn Asn Asn Lys Phe Tyr He He Gin Leu Leu Gin 

85 90 95 

Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly 
100 105 11° 

Glu Val Gly Gin Ser Lys He Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala 
115 120 125 

Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp 
130 135 140 



Ala Glu Arg Asp His Phe Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu He 
145 



150 155 160 



Glu Val Gin Ala Glu Asp Glu Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp 

165 170 l" 75 

Arg Gly Pro Val Arg Thr Val Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu 
180 185 190 

Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu He Thr Asn He Phe Ser Lys Glu Met 
195 200 205 

Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro 
210 215 220 
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Leu Gly Lys Leu Ser Lys Gin Gin He Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu 
225 230 235 240 

Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser 

245 250 255 

Leu Glu Glu Leu Ser Ser His Phe Tyr Thr Val He Pro His Asn Phe 
260 265 270 

Gly His Ser Gin Pro Pro Pro He Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala 
275 280 285 

Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp He Glu Leu Ala Gin Ala 
290 295 300 

Leu Gin Ala Val Ser Glu Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His 
305 310 315 320 

Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu 

325 330 335 

Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr Lys Val He Gin Thr Tyr Leu Glu Glh 
340 345 350 

Thr Gly Ser Asn His Arg Cys Pro Thr Leu Gin His He Trp Lys Val 
355 360 365 

Asn Gin Glu Gly Glu Glu Asp Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly 
370 375 380 

Asn Arg Lys Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala 
385 390 395 400 

He Leu Thr Ser Gly Leu Arg He Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val 

405 410 415 

Gly Lys Gly He Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr 
420 425 430 

Val He Gly Met Lys Cys Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu 
435 440 445 

Gly Glu val Ala Leu Gly Arg Glu His His He Asn Thr Asp Asn Pro 
450 455 460 

Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val lie Ala Arg Gly 
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475 



480 



His Thr Glu Pro Asp Pro Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly 

485 490 495 



Gin Gin Val Val Val Pro Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe 
500 505 510 

Ser Ser Ser Thr Phe Ser Gin Ser Glu Tyr Leu lie Tyr Gin Glu Ser 
515 520 525 

Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu Val His Leu * 
530 535 540 
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Patentanspruche 

1. Poly(ADP-ribose) P olymerase ( PARP ) -Homologes , gekennzeichnet 
durch eine Aminosauresequenz , welche 

a) eine funktionale NAD+-Bindungsdomane und 

b) kein Zink-Finger-Sequenzmotiv der allgememen Formel 



10 



15 



2. 



20 



CX2CX m HX 2 C 



die Reste X unanbhSngig voneinander fur erne beliebige 
Aminosaure stehen; 
und die funktionalen Aquivalente davon. 

PARP-Homologes nach Anspruch 1, dadurch ^kennzeichnet da* 
die funktionale NAD + -Bindungsdomane folgendes allgemexnes 
quenzmotiv umfaJVt: 

LLWHG(S/T)X 7 IL(S/T)XGLRIXPX n (S/T)GX 3 GKGIYFAX3SKSAXY 



25 

3 

30 



Hu" einen ganszahligen Wert von 1 bis 5 .«*.« ur.d die aeste 
I unanbhangig voneinander flir eine beliebige A^nosaure ste- 



hen. 



PAHP-Homologes nach eine* der -rherigen AnsprUche umfassend 
wenigstens ein weiteres der folgenden Texlsequenz-Motxve . 

LX9NX2 YX2QLLXDX10 / 1 iWGRVG , 
AX3FXKX4KTXNXWX5FX3PXK , 
QXLIX2lX9MX 10 PLGKLX3QIX 6 L f 
FYTXIPHXFGX3PP; und 
35 KX3LX2LXDIEXAX2L, 

worin die Reste X unanbhangig voneinander fur eine beliebige 

Aminosaure stehen- 
40 4. Humanes PARP-Homologes nach einem der vorherigen Anspruche 
gekennzeichnet durch die ^™«^J^ « 
(humanPARP2) oder SEQ ID NO: 4 Oder 6 (humanPARP3 Typ 
2), und die funktionalen Aquivalente davon. 

45 5- Bindungspartner fur PARP-Homologe nach einem der vorherigen 
Anspruche, ausgewahlt unter 
a) Antikorpern und Fragmenten davon, 
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cl) an das immobilisierte PARP-Homologe gebund< 
teile des Analyten, gegebenenf alls nach eii 
onsphase, bestimmt; 

5 oder 

a2) einen Analyten, welcher wenigstens einen m. 
dungspartner fur das PARP-Homologe enthalt 
ger immobilisiert ; 
10 b2) den immobilisierten Analyten mit wenigsten 

mologen in Kontakt bringt, fur welches man 
dungspartner sucht; und 
c3) den immobilisierten Analyten, gegebenenf al 
Inkubationsphase, auf die Bindung des PARP 
15 tersucht. 

14. Verfahren zur qualitativen oder quantitativen 1 
PARP-Homologe nach einem der Anspruche 1 bis 4 
Nukleinsauren, gekennzeichnet durch 

20 a) Inkubation einer biologischen Probe mit ei 

Menge einer exogenen Nukleinsaure nach ein 
che 6 und 7, Hybridisierung unter stringen 
gen, Bestimmung der hybridisierenden Nukle 
gegebenenfalls Vergleich mit einem Standai 

25 b) Inkubation einer biologischen Probe mit ei 

Oligonucleotid-Primern mit Spezifitat flir 
loges kodierende Nukleinsaure, Amplifiziei 
kleinsaure, Bestimmung des Amplif ikationsj 
gebenenfalls Vergleich mit einem Standard. 

30 

15. Verfahren zur qualitativen oder quantitativen 
nes PARP-Homologen nach einem der Anspruche 1 
zeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit e; 
35 PARP-Homologes spezifischen Bindungspartn* 

b) Nachweis des Bindungspartner/PARP-Komplex< 
nenfalls 

c) vergleich des Ergebnisses mit einem Stand; 

40 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeic 
Bindungspartner ein Antikorper oder ein bindei 
davon ist, der gegebenenfalls eine detektierb< 
tragt. 

45 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft Poly (ADP-ribose ) polymerase ( 
5 loge, gekennzeichnet durch eine Aminosauresequenz , * 

a) eine funktionale NAD + -Bindungsdomane 
und 

b) kein zink-Finger-Sequenzmotiv der allgemeinen I 

CX 2 CX m HX 2 C 

10 aufweist, wbrin 

m flir einen ganzzahligen Wert von 28 Oder 30 s1 
' Reste~X unanbhangig voneinaiider fur eine belie! 
stehen; 

und die funktionalen Aquivalente davon? dafur kodie 
15 sauren; Antikorper mit Spezifitat fur die neuen Pre 
zeutische und gentherapeutische Mittel f welche erfi 
Produkte enthalten; Verfahren zur analytischen Best 
findungsgemaflen Proteine und Nukleinsauren; Verfahi 
fizierung von Effektoren oder Bindungspartnern der 
20 maflen Proteine; und Verfahren zur Bestimmung der Wd 
cher Effektoren. 
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